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^ (54) Title: AMPHOTERIC STEROLS AND THE USE THEREOF 
0\ 

°9 (54) Bezeichnung: AMPHOTERE STEROLE UND DEREN VERWENDUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a sterol skeleton based compound wherein one or several amphoteric groups with an iso- 
electric point of between 4 and 9 are substituted on the 3 rd position of the ring system, in addition to liposomes containing said 
compounds. 

o 

(57) Zusantmenfassung: Bs wird eine amphotere Verbindung auf Basis eines Sterolgerilstes vorgeschlagen, wobei an die 3-Position 
des Ringsystems eine oder mehrere amphotere Gruppen mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 9 substituiert sind sowie 
Liposomen, die diese Verbindungen enthalten. 
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Mphotere Sterole und deren Verwendung 

5 



Die Erfindung betrif ft amphotere Verbindungen auf Basis eines 
Sterolgerustes, wobei an die 3 -Position des Ringsystems eine 
oder mehrere amphotere Gruppen mit einem isoelektrischen 
10 Punkt zwischen 4 und 9 substituiert sind sowie Lipo somen, die 
diese Verbindungen enthalten. 

Unter dem Begriff der Lipide werden drei Klassen von 
Naturstoffen zusammengef asst , die sich aus biologischen 
15 Membranen isolieren lassen: Phospholipide, Sphingo lipide- und 
Cholesterol mit seinen Derivaten. 

Von technischem Interesse sind diese Substanzen bei der 
Herstellung von Liposomen. Diese Liposomen lassen sich unter 

20 anderem als Container fur Wirkstoffe bei pharmazeutischen 
Zubereitungen einsetzen. Wunschenswert ist dabei eine 
effiziente und stabile Verpackung des Cargos und eine 
kontrollierbare Freisetzung des Inhalts. Beide Ansprxiche sind 
nicht ohne weiteres zu vereinen: Je stabiler und dichter die 

25 Verpackung ist, desto schwerer gibt sie den eingeschlossenen 
Wirkstoff wieder f rei . Aus diesem Grund wurden Liposomen 
entwickelt, die ihre Eigenschaf ten als Reaktion auf einen 
auSeren Reiz verandern. Bekannt sind thermosensible und pH- 
sensitive Liposomen. Die pH-sensitiven Liposomen sind von 

30 besonderem Interesse, da dieser Parameter sich auch unter 
physiologischen Dmstanden, etwa bei der endozytotischen 
Aufnahrae eines Liposoms in Zellen oder bei der Passage des 
Magen-Darm-Trakts, andern kann. Nach dem Stand der Technik 
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umfassen pH-sensitive Liposomen insbesondere 

Cholesterolhemisuccinat (CHEMS) . 

Cholesterolhemisuccinat wird in Mischung mit 

5 Phosphatidylethanolamin zur Herstellung pH-sensitiver 
Liposomen verwendet (Tachibana et al.(1998); BBRC 251 : 53'8- 
544, US4891208) . Solche Liposomen konn'en von Zellen 
endozytiert warden und vermogen auf diesem Weg Cargomolekule 
in das Innere von Zellen zu transportieren, ohne die 
10 Integritat der zellularen Membran zu verletzen. 

Ein wesentlicher Nachteil des CHEMS ist dessen anionischer 
Charakter. Die damit hergestellten Liposomen besitzen eine 
negative Gesamtladung und werden nur mit geringer Effizienz 
15 von Zellen aufgenommen. Trotz des oben beschriebenen 
Transfermechanismus eignen sie sich daher kaum fur den 
Eintransport von Makromolekulen in Zellen. 

Der Stand der Technik beschreibt in der WO 00/5 9474 
20 Verbindungen mit einem Membrananker und einer kationischen 
und anionischen Kopfgruppe, wobei die anionische Gruppe uber 
eine Disulf idbrikcke mit der Grundstruktur verbunden ist . 
Diese Disulf idbrucke kann unter physiologischen Bedingungen, 
etwa bei Kontakt mit dem Cytosol, reduziert werden, die 
25 anionische Kopfgruppe wird dann freigesetzt und das 
Gesamtmolekul erhalt eine positive Ladung und ermoglicht die 
Fusion mit der Zellmembran. Nachteilig ist das 
Toxizitatsprof il und die Lagerstabilitat der in WO 00/59474 
offenbarten Verbindungen, da durch die Abspaltung der 
30 Disulf idbrucken freie kationische Lipide entstehen. Fur diese 
Verbindungen ist es bekannt, dass sie nacnteilhaf terweise 
eine zytotoxische Wirkung besitzen. 
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Fur den Eintransport von Wirkstof fen in Zellen (Transf ektion) 
werden fachgemaS kationische Liposomen verwendet, die iiber 
eine moglichst hone und konstante Oberf lachenladung verfiigen. 
Die positive Gesamtladung solcher Partikel fuhrt zu einer 
5 elektrostatischen Anheftung an Zellen und in der Folge zu 
einem ef f izienten Eintransport. Der Einsatz dieser 
Verbindungen und der damit hergestellten Lipo somen bleibt 
aber auf Anwendungen in vitro oder ex vivo beschrankt, da 
solche positiv geladenen Liposomen mit Serumbestandteilen 
10 unkontrollierte Aggregate bilden. 

Es bestand daher die Aufgabe, neue Verbindungen berzustellen, 

i) mit deren Hilfe Wirkstof fe in Liposomen 
15 eingeschlossen und bei einer Veranderung des pH- 

Wertes wieder freigesetzt werden konnen, 

ii) durch deren Anwesenheit die Herstellung von 
amphoteren Liposomen gelingt, die unter 
physiologischen Bedingungen mit Serum gemischt werden 

20 konne, ohne dass es zur Aggregation kommt und 

iii) mit deren Hilfe Liposomen hergestellt werden konnen, 
die einen eingeschlossenen Wirkstoff in das Innere 
von Zellen transport ieren konnen. 

25 Eine weitere Aufgabe der Erfindung bestand darin, dass die 
Verbindungen sich einfach und preiswert herstellen lassen und 
in hohem Anteil in liposomale Membranen eingebaut werden 
konnen . 

30 Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch Sterolderivate 
mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 4,5 und 8,5 nach der 
allgemeinen Formel 



BNS page 4 



WO 02/066489 



4 



PCT/EP02/01878 



Amphoter - Y - Spacer - X - Sterol, 

wobei Y und X verbindende Gruppen darstellen. 

Die erf indungsgemafie Aufgabe wird durch Konjugation von 
amphoteren Gruppen an die 3-Position eines Sterolgerustes 
gelost . Je nach verwendetem Amphoter werden verbindungen 
erhalten, die bei einem spezifischen pH-Wert ihre Ladung 
andern und sich iiberraschenderweise zu einem hohen Anteil in 
liposoraale Membranen einbauen lassen. Als Ausgangsverbindung 
konnen einfache und billige Sterole oder deren Derivate 
verwendet werden. 

Zwischen dem Amphoter und dem Sterolgeriist liegen die 
Molekulfragmente: - Y - Spacer - X. Der Spacer ist z.B. ein 
Niederalkylrest mit linearer Struktur, der 0 bis 8 C-Atome 
besitzt und 2 ethylenische ungesattigte Bindungen entha.lt . 
Der Spacer kann zur Erhphung der Polar it at des Molekuls 
Hydroxyl gruppen besitzen. 

Im Zusammenhang mit der Erf indung sollen folgende Abkurzungen 
verwendet werden: 

CHEMS Cholesterolhemisuccinat 
PC Phospatidylcholin 
PE Phosphatidylethanolamin 
PS Phosphatidylserin 

Hist - Choi His t idinyl - chole s terolhemisuccinat 

Unter den membranbildenden oder membranstandigen Gruppen 
einer biologischen Bilayermembran sind die Sterole von 
besonderem Interesse, da diese Verbindungen insbesondere 
billig verfiigbar sind, eine einfache Chemie aufweisen und in 
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einem hohen Anteil in Membranen eingebaut we r den koiinen , ohne 
deren Permeabil.it at zu erhohen oder gar den Membrancharakter 
vollig zu zerstoren. Wichtig fur den Erhalt der 
letztgenannten Charakteristik ist jedoch, dass die 
5 Substitution mit einem polaren Molekul an der 3 -Position des 
Sterols erf olgt . 

Das Gesamtmolekul erhalt seine pH-abhangige 

Ladungscharakteristik durch die gleichzeitige Anwesenheit von 

10 kationischen und anionischen Gruppen im Molekulteil 
"Amphoter" . Ein Amphoter ist insbesondere dadurch 
gekennzeichnet , dass bei einem bestimmten pH-Wert die Summe 
seiner Ladungsbestandteile gerade Null- ist. Dieser Punkt wird 
als isoelektrischer Punkt (pi) bezeichnet » Oberhalb des pi 

15 ist die Verbindung negativ geladen, unterhalb des pi ist sie 
als positives Ration aufzufassen; wobei der pi der 
erf indungsgemaSen Verbindungen fozw. sterolderivate zwischen 
4,5 und 8,5 liegt . 

20 Die Gesamtladung des Molekuls bei einem bestimmten pH-Wert 
des Mediums kann wie folgt berechnet werden: 

z= 2ni * ((qi-l)-t-(10 (pK - pH) /(l+10 <pK - pH> ))) 

25 qi absolute Ladung der ionischen Gruppe unterhalb ihres pK 
(Beispiel: Carboxyl =0, einfache Stickstof f base = 1) 
ni Anzahl dieser Gruppen im Molekul 

Eine erf indungsgemafie Verbindung entsteht beispielsweise 
30 durch Kopplung der Aminogruppe des Histidins an 
Cholesterolhemisuccinat . Das Produkt ist bei einem neutralem 
pH-Wert von 7 negativ geladen, da die vorhandene 
Carboxyl funkt ion vol! dissoziiert vorliegt und die 
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Imidazolfunktion nur gering aufge laden 1st . Bei einem sauren 
pH-Wert von etwa 4 sind die Verhaltnisse umgekehrt : die 
Carboxylfunktion ist nun weitgehend entladen, die 
Imidazolgruppe jedoch voll protoniert, die Gesamtladung des 
Molekiils ist daher positiv. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsvariante der Erf indung weist 
das Sterolderivat einen isoelektrischen Punkt zwischen 5 und 
7 auf. 

In einer welter en bevorzugten Ausfiihrungsvariante der 
Erfindung umfasst das Amphoter ein oder mehrere Kationen mit 
einem pKa-Wert zwischen 4 und 8 und gleichzeitig ein oder 
mehrere Anionen mit einem pKa-Wert zwischen 3 und 7 . Eine 
vorteilhafte Auswahl von Art und Anzahl der f unktionellen 
Gruppen kann anhand der oben genannten Forme 1 vorgenommen 
we r den . 

Es ist zweckmaSig, funktionelle Gruppen oder Molekulf ragmente 
als Ladungstrager - zu verwenden, die im pH-Bereich zwischen 4 
und 9 insbesondere dissoziiert vorliegen, Dazu gehoren 
beispielhaft die Phosphor sauregruppen, die 

Sulf onsauregruppen oder andere starke Anionen. Dazu gehoren 
aber auch die primaren, sekundaren oder tertiaren 
Aminogruppen, soweit sie nicht oben genannt sind. Dazu 
gehoren die guartaren Ammonium-, Amidinium-, Pyridimnium- und 
die Guanidinogruppen . 

Diese f eststehenden Ladungen lassen sich dann durch die 
beschriebenen veranderlichen Ladungen uberkompensieren. Das 
heiSt, dass die veranderlichen Ladungstrager beispielsweise 
in einem Uberschuss eingesetzt werden. Vorteilhaft bei der 
Verwendung voll dissoziierter Gruppen ist deren starke 
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Polaritat . Bevorzugte Strukturf ragmen te axis dieser Gruppe 
sind die Sulf onsauren, Phosphor sauren, primare, sekundare 
oder terti&re Amine, Ammoniumverbindungen, 

Quanidiniumverbindungen, Amidiniumverbindungen oder 

5 Pyridinidumverbindungen, die mit einem der oben benannten 
Spacer und Kopplungsgruppen mit dem Moleku.1 verkniipft sind. 

Amphotere konnen besonders bevorzugt als komplette 
Struktureinheiten vorliegen. Das ist beispielhaf t der Fall 

10 bei den o- , m- oder p - Aminobenz oe sauren , der 
Imidaz ol carbonsaur e , der Imidazoldiessigsaure oder auch der 
Nicotinsaure oder Picolinsaure . Amphotere konnen insbesondere 
aus zwei Ladungstragern zusammengesetzt sein, die beide im 
benannten pH-Bereich zwischen 4 und 9 ihre Ladung wechseln. 

J5 Der gleichzeitig stattf indende Verlust an anionische Ladung 
und Gewinn an kationische Ladung fiihrt zu einem 
Ladungswechsel des Gesamtmolekuls . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der 
20 Erfindung umfasst das Ration ein Imidazol, Piperazin, 
Morpholin, Purin und/oder Pyrimidin. Weitere vorteilhaf te 
Kationen mit dieser Eigensohaft sind im wesentlichen alle 
weiteren Stickstof fbasen. Insbesondere wenn die 

Stickstof fbasen als Ringsysteme vorliegen, existieren 
25 vorteilhaf terweise Stellungsisomere, bei denen der 
verbindende Spacer an verschiedenen Positionen des 
organischen Rations substituiert ist . Durch die 
Stellungsisomerie lassen sich zweckmafiigerweise die pKa-Werte 
der organischen Kationen beeinf lussen . Die dem zugrunde 
30 liegenden Regeln sind dem Fachmann bekannt . Alternativ konnen 
diese Einflusse aus Tabellenwerken abgeschatzt werden 
(Handbook of Chemistry and Physics, 73. Band, S. 8 - 37 ff.}. 
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Durch Ankoppiung entstehen mlt Vorteil amphiphile organische 
Kationen, die beispielsweise aus den folgenden Stof f klassen 
stammen : 

o-, m- , p-Aniline; 2-, 3- oder 4 -substituierte Anisidine, 
Toluidine oder Phenetidine; 2-, 3-, 5-, 6-, 7-oder 8- 
substituierte Benzimidazole, 2-, 3, 4- oder 5 - substituierte 
Imidazole, 1-, oder 5 -substituierte Isochinoline , 2-, 3- oder 
4- substituierte Morpholine, 2-, 3- oder 4- substituierte 
Picoline, 1-, 2-, oder 3- substitutierte Piperazine, 2-, 5- 
oder 6-modif izierte Pterine, 3-, 4-, 5-, 6- oder 9- 
substituierte Purine , 2- oder 3- substituierte Pyrazine, 3- 
oder 4- substituierte Pyridazine, 2-, 3- oder 4- modif izierte 
Pyridine, 2- , 4-, 5- oder 6-subsituierte Pyrimidine, l-,2- 
,3-, 4-, 5-, 6- oder 8- substituierte Chinoline, 2-, 4- oder 5- 
substituierte Thiazole, 2-, 4- oder 6- substituierte 
Triazine, oder auch Abkommlinge des Tyros ins . Besonders 
bevorzugt sind die genannten Piperazine, Imidazole und 
Morpholine, Purine oder Pyrimidine. Ganz besonders bevorzugt 
sind solche Molekulf ragmente, wie sie in biologischen 
Systemen vorkommen , also beispielsweise 4 -Imidazole 
(Histamine, Histidin selbst) , 2-, 6- oder 9- Purine 
(Adenine, Guanine, Adenosine oder Guanosine) , 1 - , 2- oder 4- 
Pyrimidine (Uracile, Thymine, Cytosine, Uridine, Thymidine, 
Cytidine) oder auch Pyridin-3-carbonsauren. Die hier 
genannten Strukturf ragmente konnen weitere Substituenten 
aufweisen. Das konnen beispielsweise Methyl-, Ethyl-, Propyl- 
oder Isopropylreste sein, besonders bevorzugt in 
hydroxylierte Form mit einer oder zwei Hydroxylgruppen . Das 
konnen aber auch Hydroxyl- oder Ketofunktionen des 
Ringsystems sein. 

Stickstof fbasen mit bevorzugten pKa-Werten entstehen 
beispielsweise auch durch einfache oder mehrfache 
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Substitution des Stickstoff atoms mit Nieder aikanhydroxylen , 
etwa Hydroxymethyl- oder Hydroxyethylgruppen . Geeignete 
organisclie Basen aus dieser Gruppe sind beispielsweise 
Aminopropandiole, Triethanolamine , Tris- 

5 (hydroxymethyl) methylamine, Bis- (hydroxymethyl) me thylamine, 
Tris- (hydroxy ethyl) methylamine, Bis- (hydroxyethyl) methylamine 
oder die entsprechend substituierten E thy 1 amine . 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm sind die 

10 anionischen Ladungs trager Carboxylgruppen. Selbstverstandlich 
konnen alle Carbonsauren als Ladungs t rager eingesetzt werden. 
Dazu gehoren insbesondere aliphatische , geradkettige oder 
verzweigte Carbonsauren mit bis zu 8 C-Atomen und 0, 1 oder 2 
ethylenisch ungesattigten Bindungen. Beispielhaf te 

15 Verbindungsteile sind die Carboxylgruppe selbst, die in der 
aliphatischen Kette gebundene Essigsaure, Bromessigsaure, 
Chloressigsaure, Acetoessigsaure , Propionsaure , Acrylsaure, 
Buttersaure, Crotonsaure oder hohere Carbonsaure, die einfach 
veresterte oder amidierte oder in der aliphatischen Kette 

20 gebundene Dicarbonsaure wie Oxalsaure, Malonsaure, 
Bemsteinsaure, Maleinsaure, Fumarsaure, Apf elsaure, 
Weinsaure, Glutarsaure, Adipinsaure, Caprylsaure, 

Pimelinsaure, Suberinsaure , Cyclohexandicarbonsaure oder auch 
Cyclopentandi carbonsaure; die einfach veresterte oder 

25 amidierte oder im aliphatischen Teil gebundene 
Oligocarbonsaure wie Citronensaure, Isocitronensaure oder 
Ethylendiamintetraessigsaure . 

Weitere vorteilhafte Verbindungsteile sind die in der 
30 Seitenkette fiber ein Heteroatom gebundene Glykolsaure, 
Milchsaure, Hydroxybuttersaure, Apf elsaure, Weinsaure, 

Asparginsaure oder Glutaminsaure, Alanin, Glycin, Serin, 
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Threonin, Asparagin, Glutamin, Prolin, Tyros in oder Cystein 
oder andere Minosaure oder Hydroxysaure . 

Carbonsauren mit einem geeigneten Verhalten findet man auch 
als Substituenten aromatischen Systeme, etwa als Benzoesaure, 
Anissaure, o-, m- oder p-Hydroxybenzoesaure, als 
Dihydroxybenzoesaure , Gallussaure, Zimtsaure, 

Phenylessigsaure, Hippursaure, Pthalsaure, Terephtalsaure, 
2,3 oder 4 - Pyr idincarbonsaure , Furancarboxylsaure . Andere 
anionische Gruppen sind dissoziierbare Hydroxyle oder Thiole, 
wie sie in der Ascorbinsaure, dera N- substituierten Alloxan, 
der N- substituierten Barbitursaure , ira Veronal, dem Phenol 
oder als Thiolgruppe vorkommen. 

15 In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung sind die 
Amphotere Peptide und urafassen 1 bis 10 Amino saur en. . 
Besonders bevorzugt werden in einer weiteren Ausf uhrungsf orm 
insbesondere die Aminosauren Histidin, Arginin, Lysin, 
Glutaminsaure oder Asparaginsaure zur Bildung des Amphoters 

20 und zur Bestimmung seiner Ladungscharakteristik verwendet . 
Weitere bevorzugte Aminosauren sind Glycin, Serin, Threonin, 
Glutamin, Asparagin, aber auch Cystein, die zur Erhohung der 
Polaritat und damit zur Verbesserung der Loslichkeit des 
Amphoters beitragen. 

25 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante der Erfindung sind 
die Sterole, Cholesterol, Sitosterol, Carnpesterol , 
Desmosterol, Fucosterol, 22-Ketosterol , 2 0 -Hydroxy ster ol , 
Stigmasterol, 22 -Hydroxycholesterol , 25-Hydroxycholesterol , 
30 Lanosterol, 7-Dehydrocholesterol, Dihydrocholesterol , 19-- 
Hydroxycholesterol, 5a r Cholest-7-en-3S-ol , 7- 

Hydroxycholesterol, Epicholesterol , Ergosterol und/oder 
Dehydroergosterol so wie andere verwandte Verbindungen . Die 
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mit Vorteil als Ausgangsstof f verwendeten Sterole konnen an- 
ihrer 3 -Position verschiedene Gruppen tragen, die 
zweckmaSigerweise eine einfache und bestandige Ankopplung 
erlauben oder optional die Funktion eines ra.umlich.en Spacers 
5 erfullen. Besonders geeignet fur eine direkte Kopplung sind 
die naturlicherweise vorhandene Hydroxylgruppe , aber audi das 
Chlor der Sterolchloride oder die Aminogruppe der Sterolamine 
oder die Thiolgruppe des Thiocholesterols . 

10 In einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante der Erf indung 
umfasst die verbindende Gruppe X die Struktur - (C=0) -O- ; - 
(C=0) -NH- ; -NH- (C=0) -O- ; - (C=0) -S- ; -O- ; -NH- ; -S- oder - 
CH=N- . Vorteilhaf terweise entspricht die verbindende Gruppe Y 
in ihrer Struktur der Gruppe X, zusatzlich kann sie die 

15 Struktur -O-(0=C)-; -S-(0=C)-; -NH-(0=C)-; -O- (0=C) -NH- oder 
-N=CH- umfassen. Die Gruppe Y kann beispielsweise entf alien, 
wenn sich das Amphoter direkt an das Sterolgerust koppeln 
■ lasst, beispielsweise bei der Veresterung von Imidazoi-4 , 5- 
dicarbonsaure mit Cholesterol . 

20 ■ ' 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsvariante der Erfindung ist 
der Spacer ist ein Niederalkylrest mit linearer, verzweigter 
oder ringf ormiger Struktur, der 0 bis 8 C-Atome besitzt und 
0, 1 oder 2 etnylenische ungesattigte Bindungen entha.lt. Der 
25 Spacer kann zur Erhohung der Polaritat des Molekuls 
Hydroxylgruppen besitzen. Der Spacer kann insbesondere ein 
Zucker sein, vorteilhaf terweise auch ein Polyethylenglykol, 
wobei dieser bis zu 2 0 Monomereinheiten umfassen kann. 

30 Methoden zur Ausfuhrung solcher Kopplungsreaktionen sind dem 
Fachmann bekannt und werden je nach verwendetem Ausgangsstof f 
und Kopplungskomponente variieren. Typische Reaktionen sind 
die Veresterung, die Amidierung, die Addition von Aminen an 
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Doppelbindungen , die Veretherung oder auch die reduktive 
Aminierung . 

Besonders bevorzugte Molekule lassen sich durch Amidierung 
5 Oder Veresterung von Cholesterolhemisuccinat oder durch die 
Bildung des Carbamoyl s aua Cholesterolchlorof ormiat oder auch 
durch direkte Veresterung mit Cholesterol herstellen. Zu den 
besonders bevorzugten Amphoteren gehoren beispielsweise die 
folgenden Verbindungen in Tab . 1 , wobei Rl oder R2 den 
10 lipophilen Teil des amphoteren Sterols bedeuten und ( ) n 
weitere Molekiilteile im Sinne des oben def inierten Spacers 
darstellen. 

15 Tatoelle 1 



R N 
R 2 H 


Histidin-Derivate . 

Bevorzugt erfolgt die Ankopplung des 
Sterols iiber die Aminogruppe als R2 . Rl 
bildet in diesem Pall ein Anion und 
kann beispielsweise H oder eine 
Hydroxycarbonsaure oder eine oder 
mehrere Aminosauren sein. 
Erfolgt die Ankopplung uber Rl, dann 
ist R2 ein anionischer Rest, etwa eine 
Carbonsaure oder Dicarbonsaure . 


(()n 
COOH 


Piperazin-Derivate . 

Die Ankopplung des Sterols kann liber 
eines der Ringatome erfolgen. Sind die 
Seitenketten als Hydroxycarbonsauren 
oder Aminosauren ausgefuhrt, so kann 
die Ankopplung vorteilhaf terweise liber 
diese Heteroatome erfolgen. 
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( COOH — ^ 


(On 
COOH 


Morphol in- Der iva t e 

Die Ankopplung des Sterols kann iiber 
eines der Ringatome erfolgen. Sind die 
Seitenketten als Hydroxycarbonsauren 
Oder Amino saur en ausgefiihrt, so kann 
die Ankopplung vorteilhaf terweise iiber 
diese Heteroatome erfolgen. 


1 — COOH 

N \\ 

^NH^^ C00R 1 


Derivate der Imidazol-4 , 5-diessigsa.ure . 
Die Anbindung des Sterols erf olgt 
bevorzugt als Ester einer der beiden 
Essigsa.urefunkti.onen. Das Sterols kann 
aber auch an die 3 -Aminof unktion 
angebunden sein. 


( COOH — \) 


(On 
COOH 


Derivate des Piperidins . 
Die Ankopplung des Sterols kann fiber 
eins der Ringatome erfolgen. Sind die 
Seitenketten als Hydroxy- Oder 
Aminosauren ausgef iihrt , dann kann die 
Ankopplung vertielhaft iiber deren 
Heteroatome erfolgen . 


COOH 
NH/^-^NH-R! 


Diaminobenzoesaure -Derivate . 
Hier erfolgt die Ankopplung des Sterol 
bevotzugt iiber eine der beiden 
Aminogruppen . Die zweite Aminogruppe 
kann beispielsweise alkyliert sein, um 
einen hoheren pKa-Wert zu erhalten. 


COOH 

< 

N^^COORi 
COOH 


Trinitriloessigsaure-Derivate . 
Amp hot ere Grupen entstehen auch durch 
Veresterung von Trinitriloessigsaure . 
Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metallionen verandert 
we r den. 
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COOH , . 

coon V^\ )n 

cW 0Rl 

COOH . , 
COOH \^K )n 

\ / COORj 
( >NH 

COOH , , 
COOH 

(Vh NR « 


1 Na-Alkylcarboxy-Aminosaure -Derivate 
Amphotere Verbindungen entstehen auch 
hier durch Kopplung von Sterolen an die 
ends tandi gen Gruppen von UST- 
Acylaminosauren . Die Struktur kann 
vorteilhaft vom Serin, der 
Asparaginsaure oder Glutaminsaure Oder 
vom Lysin oder Ornithin abgeleitet 
werden. Die Aminodi carbonsauren konnen 
nicht nur endstandig, sondern auch an 
den anderen Sauregruppen gekoppelt 
sein. Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metal lionen verandert 
werden . 


COOH 

/ COOH 
^COOH ^COORj 


EDTA- Derivate 

Amphotere Grupen entstehen auch durch 
Veresterung von Trinitriloessigsaure . 
Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metallionen verandert 
werden . 



Die Erfindung betrifft auch Liposomen, die die 
erf indungsgemafien Sterolderivate umfassen. Die 

5 erf indungsgemafien Verbindungen lassen sich in einem hohen 
Anteil in liposomale Membranen einbauen und fiihren erst dann 
zu einer positiven Ladung des Gesamtpartikels, wenn der pH- 
Wert des Mediums den isoelektrischen Punkt des Amphoters 
unterschreitet . Liposomen, umfassend die erf indungsgemafien 
10 Komponenten konnen unter geeigneten Bedingungen mit Polymeren 
beschichtet werden. Dabei kann eine einf ache oder mehrf ache 
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Abs che i dung solcher Substanzen auf der Oberf lache erf olgen. 
Bei einer mehrfachen Ai> s che i dung, die gegebenenf alls unter 
Anwesenheit von Vernetzer durchgef uhrt wird, entstehen 
liposomale Nanokapseln , wie sie in der WO 00/2 8972 oder in 
5 der WO01/64330 beschrieben sind. Vorteilhaft bei der 
Verwendung der hier beschriebenen Substanzen ist die 
Tatsache, dass die elektrostatische Interaktion mit dem 
Polyelektrolyten unterbrochen we r den kann . Es ist bekannt , 
dass die Wechselwirkung eines Polyelektrolyten mit 

10 Ladungstragern der liposomalen Membran zur Entmischung von 
Membranbestandteilen und zur Bildung von Lipidclustern fiihren 
kann. In vielen Fallen gent diese Entmischung mit einer 
Permeabilisierung des Liposoms einher. Die erf indungsgemaEen 
Substanzen ermoglichen eine Abschaltung dieser Wechselwirkung 

15 nach dem Beschichtungsprozess . Wird der pH-Wert zu diesem 
Zeitpunkt erhoht, so sind die Liposomen nur noch sterisch in 
der Nanokapseln eingeschlossen, eine Wechselwirkung der 
Membran mit den Polyelektrolyten besteht dann nicht mehr. 
Clusterbildung der Lipide und damit verbundene 

20 Permeabilisierung der Membran konnen so umgangen werden. 

Es wurde uberraschend gefunden, dass Liposomen, deren Membran 
die erf indungsgemaEen Substanzen enthalten, unterhalb des 
isoelektrischen Punktes der Substanz leicht mit anderen 

25 Membranen, insbesondere Zellmembranen fusionieren. Fur 
gewohnlich erfordert dieser Schritt die Anwesenheit eines 
groEeren Anteiis von PE in der Membran. Dieses hat durch 
seine Neigung zur Bildung von hexagonalen Phasen die Funktion 
eines Helf erlipids . Nachteilig ist aber die geringere 

30 Stabilitat solcher Membranen, hier wird oft eine schleichende 
Freisetzung von eingeschlossenen Wirkstoffen beobachtet . 
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Lipo somen, die unter Verwendung der erfindungsgemaEen 
Substanzen hergestellt werden, fusionieren vorteilhaf terweise 
effektiv in Abwesenheit von Helf erlipiden . Es sind also unter 
Verwendung der erf indungsgemaEen Substanzen Liposomen 
5 herstellbar, die einen Wirkstoff stabil verkapseln konnen, 
aber unter den Bedingungen eines niedrigen pH-Werts mit 
Zellmembranen fusionieren und dort den Wirkstoff freisetsen. 

Diese Kombination zweier Eigenschaf ten stellt eine wichtige 
10 Voraussetzung fur die Einbringung von Cargomolekulen in 
Zellen dar. Bei einer Fusion von Liposomen mit Zellhullen 
oder -bestandteilen vereinigen sich die wassrigen Lumen 
beider Partner, ohne das es zu einer Offnung der 
Membranstrukturen gegeniiber dem Medium kommt . Dadurch wird 
15 der unkontrollierte Ein- oder Ausstrom anderer Substanzen 
vermieden . 

in einer bevorzugten Ausf Uhrungsf orm der Erf indung umfasst 
der Anteil des Sterolderivats maximal 50 mol%. Besonders 

20 vorteilhaft sind Zusammensetzungen, die mindestens 2 mol%, 
hochstens aber 50 mol% der Sterolderivate umfassen. Welter 
bevorzugt sind Zusammensetzungen, die mindestens 10 mol% und 
hochstens 4 0 mol% des Sterolderivats umfassen. Die 
Herstellung von Liposomen umfassend die erf inderischen 

25 Substanzen erfolgt nach den dem Fachmann bekannten Techniken. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs variant e der 
Erf indung umfassen die Liposomen Phosphatidylcholin, 
Phosphatidylethanolamin, Diacylglycerol , Tetraetherlipid 
30 und/oder PEG-Lipd. Da Cholesterole selbst keine Liposomen 
ausbilden konnen, ist der Zusatz eines weiteren Lipids 
vorteilhaft. Dieses Lipid kann jedes Phospholipid sein. 
Selbstverstandlich ist es auch mSglich, dass dieses Lipid 



BNSDOCID: <WO_ 



D 02066489A2_I_> 



BNS page 17 



WO 02/066489 



17 



PCT/EP02/01878 



auch ein Ceramid oder Sphingolipid ist . ZweckmaSig kann es 
sein, das Lipid im polaren Teil mit Polyethylenglykol zu 
modi f i z i er en . 

5 In einer bevorzugten Ausf iihrungsvariante der Erfindung weisen 
die Liposomen eine mittlere Grofie zwischen 5 0 und 1000 nm, 
bevorzugt zwischen 50 und 3 00 nm, besonders bevorzugt 
zwischen 6 0 und 13 0 nm auf . 

10 ZweckmaSig ist es, in die Liposomen Wirkstoffe 
einzuschlieSen . Sie konnen z.B. in der Krebstherapie und zur 
Therapie schwerer Infektionen verwendet werden. 

Liposomendispersionen konnen dazu injiziert, infundiert oder 
implantiert werden. Sie verteilen sich danach im Blut oder in 

15 der Lymphe oder geben als Depot ihren Wirkstoff kontrolliert 
ab. Letzteres kann durch hochkonzentrierte Dispersionen 
erreicht werden, die als Gele vorliegen. Die Liposomen konnen 
auch fur. topische Anwendung auf der Haut eingesetzt werden. 
Sie konnen insbesondere dazu beitragen, dass verschiedene 

20 Wirkstoffe besser in die Haut eindringen konnen Oder sogar 
durch die Haut in den Korper gelangen konnen. Weiterhin ist 
es moglich die Liposomen fur den Gentransfer einzusetzen. 
Genetisches Material kann wegen seiner GroSe und Ladung meist 
nicht ohne Hilfsmittel in Zellen gelangen. Dazu bedarf es 

25 geeigneter Trager wie z.B. Liposomen oder Lipid- Komplexen. 
Diese sollen zusammen mit der DNA effizient und moglichst 
gezielt in die betroffenen Zellen aufgenommen werden. Dazu 
werden zelleigene Transportmechanismen wie die Endozytose 
herangezogen. Die erf indungsgemaSen Liposomen sind 

30 selbstverstandlich auch als Modellmembranen einsetzbar. 
Liposomen sind in ihrer prinzipiellen Struktur den 
Zellmembranen sehr ahnlich. Sie konnen daher als 
Memb r anmode lie eingesetzt^ werden, urn die 
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Permeationsgeschwindigkeit von Wirkstof fen durch Membranen 
Oder die Membranbindung von Wirkstof fen zu quantif izieren . 
Besonders vorteilhaft ist es, wenn der Wirkstoff ein Protein, 
ein Peptid, eine DNA, eine RNA, ein antisense-Nukleotid 
5 und/oder ein Decoy-Nukleotid ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsvariante der Erfindung sind 
mindestens 80% des Wirkstoffes in den Liposomen 
eingeschlossen . Nicht eingebaute, aufien anhaf tende 

10 Gargomolekule konnen wenn notig durch einen einfache Erhohung 
des pl-I-Wertes entf ernt we r den. Dieser Schritt ist immer dann 
notwendig, wenn nicht eingebaute Cargomolekule zu einer 
Aggregation der Liposomen fuhren. Vorteilhaft bei der 
Verwendung der erf indungsgemafien Komponenten ist die 

15 Tatsache, dass die eingeschlossenen Wirkstof fe nur fur den 
Zeitraum des eigentlichen Einschlusses unter Bedingungen 
gebracht warden nuissen, die eine Interaktion mit der 
Lipidschicht erlauben. Sobald die Lipidschicht in sich 
geschlossen bleibt, kann zu anderen Bedingungen gewechselt 

20 werden. Eine denkbare Inaktivierung von • Wirkstof fen, 
insbesondere von Proteinen kann dadurch minimiert werden. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Wirkstof fbeladung 
von Liposomen, wobei ein Bindungs-pH-Wert zur Verkapselung 
25 benutzt wird und ein zweiter pH-Wert zur Abtrennung der nicht 
gebundenen Wirkstof fe verwendet wird. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur 
Wirkstof fbeladung von Liposomen, wobei die Liposomen bei 
30 einem . bestimmten pH-Wert permeabilisiert und folgend 
verschlossen werden. Bevorzugt konnen insbesondere 
Permeabilitatsanderungen gezielt zur Beladung von Liposomen 
genutzt werden . Ein einzuschliefiender Wirkstoff kann dabei 
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unter Bedingungen hotter Permeabilitat ins Medium zugegeben 
we r den. AnschlieSend werden Bedingungen geringer 
Permeabilitat eingestellt. Damit verbleibt der Wirkstoff im 
Innern der Liposomen. Nicht eingeschlossener Wirkstoff kann 
5 dann gegebenenf alls abgetrennt werden. Eine solche 
Perraeabilitatsanderung kann an Liposomen oder an liposomalen 
Nanokapseln herbeigef iihrt werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der Liposomen in 

10 der Diagnostik und in Freisetzungssystemen . Die Liposomen 
konnen selbstverstandlich auch in einem Detekt ions system 
verwendet werden. Insbe.sondere konnen die Liposomen mit 
Metallionen beladen werden, deren Fluoreszens durch die 
Chelatisierung verstarkt wird, also beispielsweise Terbium- 

15 oder Europiumionen . Liposomen fur diese Anwendung konnen 
selbstverstandlich spezif itatsbestimmende Komponenten 

enthalten, also z.B. Antik6rper, Lektine, .Selektine, 
Rezeptoren oder Hormone oder RNA-Aptamere . In einer besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm der erf indungsgemaSen Verwendung 

20 ist die Anwesenheit dieser Metallionen auf das Lumen der 
Liposomen beschrankt, urn unspezif ische Signale von auSen 
anhaf tendem und langsam f reigesetztem Metallionen zu 
vermeiden. ZweckmaSig ist es auch, die Liposomen zur 
Herstellung von Nanokapseln zu verwenden. Mit Vorteil konnen 

25 die Liposomen zur Herstellung von Freisetzungssystemen in der 
Diagnostik verwendet werden. ZweckmaSig ist auch die 
Verwendung zum Transport und/oder zur Freisetzung von 
Wirkstoff en. Vorteilhaf terweise konnen die Liposomen als 
Depotf ormulierung und/oder als zirkulierbares Depot verwendet 

30 werden. Vorteilhaf t ist weiterhin die Verwendung der 
Liposomen als Vektor zur Transfektion von Zellen in vivo, in 
vitro und/oder ex vivo. Die Liposomen sind beispielsweise bei 
intravenoser und/oder peritonealer Applikation verwendbar . 
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Die erf indungsgemafien Sterolderivate und Liopsomen weisen 
mehrere Vorteile auf . fiberraschenderweise konnte festgestellfc 
werden, dass die Permeabilitat der erf indungsgemafien 

5 Liposomen vom pH-Wert und damit vom Ladungszustand des 
Sterolderivats abhangig ist . Wird beispielsweise Hist-Chol 
verwendet , so werden Liposomen .. umf assend ein 

Phosphatidylethanolamin bei einem pH-Wert von 5 bis 6 so 
permeabilisiert , dass e inge schloss ene Wirkstof f e oder Marker 

10 innerhalb von Minuten bis Stunden ausdif f undieren. In anderen 
pH-Bereichen sind diese Membranen fur sich genommen j edoch 
stabil und zeigen nur eine geringe Anf angspermeabilitat . 
Liposomen unter Verwendung der erf indungsgemafien Strukturen 
sind daher insbesondere geeignet zur Konstruktion von 

15 Freisetzungssystemen, bei denen eine Abgabe von Wirkstoffen 
in Abhangigkeit vom pH-Wert des Mediums erfolgen soli. Es 
wurde dariiber hinaus iiberraschenderwe i se gefunden, dass in 
Liposomen,. deren Membran die Sterolderivate umf ass t, 
uberdurchschnittlich hohe Mengen an Proteinen oder DNA 

20 einges chlos sen werden konnen. Die Ef fizienz dieses Einbaus 
ist dabei abhangig vom pH-Wert der verwendeten Losung. Ein 
Prozess fur die effiziente Verkapselung von Proteinen oder 
DNA in die Liposomen kann daher so gefuhrt werden, dass 
zunachst ein pH-Wert eingestellt wird, der zu einer guten 

25 Bindung der Cargomolekule an die Lipidschicht f iihrt . Fur DNA 
als Polyanion werden hier niedrige pH-Werte von etwa 4 bis 5 
verwendet. Bei Proteinen richtet sich der nutzbare pH-Wert 
nach dem isoelektrischen Punkt des Proteins. Dieser sollte 
unterhalb des isoelektrischen Punktes der erf indungsgemaSen 

30 Substanz liegen. Eine Verkapselung ist dann besonders 
effektiv, wenn der pH-Wert des Mediums so gewahlt wird, dass 
er zwischen dem isoelektrischen Punkt des Proteins und dem 
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isoelektrischen Punkt des Sterolderivates liegt. Das Protein 
ist dann negativ und die Lipidschicht ist posit iv geladen . 

Weiterhiir wurde uberraschend gefunden, dass Liposoraen, deren 
Membran beispielsweise Hist- Choi umfasst, zur Chelatisierung 
von Metallionen befahigt sind. Diese Eigenschaf t fuhrt zu 
einer Verstarkung der positiven Ladung des Liposoms. Dieser 
Effekt ist besonders stark bei neutralen pH-Werten zu 
beobachten, da dann die Eigenladung der Verbindung gering 
ist . Auf grund ihrer cheiatisierenden Eigenschaf ten lasseu 
sich solche Liposomen in der biochemischen Diagnostik und zur 
pharmazeutischen Therapie verwenden. 

Eine wesentliche Voraussetzung fur die Verwendung von 
Liposomen fur experimentelle oder therapeutische Zwecke ist 
deren Vertraglichkeit mit Zellen und Geweben. Eine Reihe 
bekannter Verbindungen , die fur das Einbringen von DNA oder 
Proteinen in Zellen genutzt werden (beispielsweise das 
kationische Lipid DOTAP) sind zytotoxisch. Es wurde 
uberraschenderweise gefunden, dass einige der 

erf indungsgemaSen Verbindungen eine verringerte Zytotoxizitat 
zeigen. Das betrifft insbesondere die Gruppe von 
Verbindungen, bei denen das Amphoter eine Aminosaure oder ein 
Peptid ist. Diese erfullen daher eine der Voraussetzungen 
eines Transf ektionssystems . 

Eine weitere Voraussetzung fur die Konstruktion von Vektoren 
zum Gen- oder Proteintransport in Zellen ist deren 
Kompatibiiitat mit Serum oder Blut . Wegen ihrer starken 
kationischen Ladung bilden die derzeit bekannten Vektoren mit 
Serum unkontrollierte grofie Aggregate, die im Organismus zur 
Bildung von Thromben fuhren. Ihre Verwendung ist damit in 
vivo praktisch ausgeschlossen und auf in vitro oder ex vivo 
Anwendungen beschrankt. Es wurde uberraschenderweise 
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gef underi., dass Liposomen, die unter Verwendung der 
erf indungsgema&en Komponenten aufgebaut wurden, in Serum oder 
Blut keine Aggregate bilden. Das sind insbesondere solche 
Liposomen, deren isoelektrischen Punkt kleiner als 7,5 ist. 

5 

Eine weitere Voraussetzung fur die Konstruktion von Vektoren 
zum Protein- oder Gentransfer ist deren Stabilitat unter 
physiologischen Bedingungen . Liposomen werden bei einer 
Applikation in den Blutkreislauf vom Bestandteilen des 

10 Complement systems angegriffen und schnell lysiert . Diese 
Reaktion erfolgt binnen Minuten. Es kommt zur Porenbi ldung in 
der Membran. durch die selbst gro£e Molekiile wie Proteine 
ausdif fundieren konnen. Eine Stabilisierung von Liposomen 
gegemiber diesen Mechanismen ist bisher nur durch Einbau von 

15 Cholesterol in die Lipidschicht moglich. Solche Liposomen 
sind dann sehr stabil, konnen aber nicht mehr mit Zellen 
wechselwirken oder ihren Wirkstoff leicht abgeben. Es wurde 
uberr,aschenderweise gefunden, dass Liposomen, die. uhter 
Verwendung der erf indungsgemaKen Komponenten aufgebaut 

20 werden, in Serum oder Blut uber mehrere Stunden stabil sein 
konnen. Die Wirkstof f f reiset zung ist auch unter diesen 
Bedingungen gering. Eine liposomaler Vektor fiir den Transport 
von Wirkstof fen muss mindestens drei Voraussetzungen 
erfullen: er muss eine geringe Toxizitat besitzen, den 

25 Wirkstoff sicher und stabil einschlieSen und kompatibel mit 
Serum oder Blut sein. 

Alle drei dieser Voraussetzungen werden von Liposomen, die 
unter Verwendung ausgewahlter erf indungsgemaEer Substanzen 
30 hergestellt sind, mit Vorteil erfullt. Die Liposomen sind 
daher fiir eine Verwendung bei therapeutischen Zwecken gut 
geeignet . Weitere Eigenschaf ten, die diese Verwendung 
unterstutzen, sind die gute Beladbarkeit mit Wirkstof fen und 
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die gezielte Abldsung dieser Stoffe durch Veranderungen des 
pH-Werts oder durch Permeabilisierung der Membran . Liposomen, 
die miter Verwendung der erf indungsgemaJSen Substanzen 
hergestellt werden, zeigen nur eine geringe unspezif ische 
Bindung an Zelloberf lachen. Diese geringe unspezif ische 
Bindiing ist eine wesentliche Vorausset zung fur das 
Zustandekommen einer spezif ischen Bindung an Zielzellen. 
Werden die beschriebenen Liposomen mit weiteren Liganden 
versehen, so ist eine Zielsteuerung der Vehikel gegeben . Der 
Wirkstoff kann dann spezifisch an solchen Zellen oder Geweben 
angereichert werden, die pathologische Zustande aufweisen . 

Eine wesentliche Verwendung der erf indungsgemaSen Substanzen 
liegt daher bei der Konstruktion von Vektoren fur den 
Wirkstoff transfer in lebenden Organismen. Die Vektoren sind 
besonders geeignet fur den Transport von therapeut ischen 
Makromolekulen wie etwa Proteinen oder DNA, die von sich aus 
nicht die Zellmembran uberwinden konnen oder im Blutstrora 
schnell abgebaut werden. 

Die Erfindung soli im folgenden anhand von Beispielen naher 
erlautert werden, ohne dass die Erfindung auf diese Beispiele 
zu beschranken ist. 
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Beispiel 1 

Synthase Cholesteryl-L-histidylsuccinat (Hist-chol) 

Stufe I, Aktivierung des Cholesterylhemisuccinates : 11,3 mmol 
5 (2,3 g) Dicyclohexylcarbodiimid werden in einem 100 ml Kolben 
mit 40 ml THP vorgelegt und. auf -10°G gekiihlt . 10,3 mmol (5 
g) Cholesterinhemisuccinat und 11, 3 mmol (1,3 g) N- 
Hydroxysuccinimid werden hinzugegeben . Man lasst die Mischung 
auf RT auftauen und riihrt 5 h. Danach wird der gebildete 
10 Niederschlag abgetrennt (Harnstof f ) , das Filtrat eingeengt 
und der Ruckstand aus Essigester umkristallisiert . Farblose 
Nadeln, mp : 145-146 °C, 93 % . 

Stufe II, Cholesteryl-L-histidylsuccinate : 5,1 mmol (3 g) 
15 des aktivierten Esters (Stufe I) werden in 40 ml DMF 
vorgelegt. In 10 ml Wasser werden 7,6 mmol (0,6 g) 
Natriumhydrogencarbonat und 7,6 mmol (1,2 g) Histidin gelost. 
Diese Losung wird langsam zur DMF- Suspension getropf t . Es 
wird 20 h geruhrt und danach pH 4-5 mit 2N HC1 eingestellt . 
20 Die Reaktionsmischung wird bis zur Trockene eingeengt und das 
Produkt mit he i Bern Ethanol extrahiert. Nach Abziehen des 
Ethanols f allt das Produkt rein an. Farbloser Feststof f , 78 
%. 

25 

Beispiel 2 

Herstellung von amphoteren Liposomen 

5 mg Hist-Ghol und 9.8 mg POPC werden in 4 mL 
30 Chlorof orm/Methanol (1:1 v/v) gelost und im 

Rotationsverdampf er vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mit 4.3.mL des entsprechenden Puffers (10 mM Kac, 10 mM 
HEPES, 150 mM NaCl , pH 7,5 in einer Lipidkonzentration von 5 
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raM durch 5 rain Ultraschallbehandlung hydratisiert . 

AbschlieSend wird die Suspension eingefroren und nach dem 

Auftauen mehrfach extrudiert (Avestin LiposoFast, 

Polycarbonat filter 2 0 0nm Porenweite) . Der Verlauf des 
5 Zetapotentials in mV bei verschiedenen pH-Werten ist in der 
untenstehenden Tabelle 2 dargestellt . 

Tabelle 2 



_____ OmM NaCl lOOmM NaCl 

__ ___ 

5,0 +28 +2 

6,0 -5 -6 

7, 0 -32 -15 

8,0 -45 -25 



10 

Beispiel 3 
Permeabilitat 

Lipidf ilme der Zusamraensetzung DMPE/Hist-Chol 60: 40 mol% 
15 wurden anolog Beispiel 2 hergestellt und mit 100 mM 6- 
Carboxy f luor e see in (CF) , 50 mM NaCl, Hepes 10 mM, pH 8 
hydratisiert, so dass eine Lipidkonzentration von 25 mM 
resultiert. Nichteingeschlossenes CF wurde durch 
Gelf iltration entfernt. Fur die pH- und zeitabhangigen 
20 Permeabilitatsmessungen wurden die Liposomen auf 0,2 mM in 
Puffer des jeweiligen pHs verdunnt und nach 3 0 bzw. 60 min 
die Fluoreszenz gemessen. Dann wurde die Temperatur auf 3 7°C 
erhoht und nach den gleichen Zeitintervallen (3 0, 6 0 min) 
gemessen. AnschlieEend wurde die Temperatur auf 60° C erhoht 
25 und wieder nach 3 0 und 60 min gemessen. Die prozentuale 
Freisetzung von CF ist in der untenstehenden Tabelle 3 
zusammengef aSt . Man erkennt deutlich eine Permeabilisierung 
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bei pH 6,5, ein Wert, der dera isoelektrischen Punkt von Hist- 
Chol sehr nahe kommt . Obertialb und unterhalb dieses pH-Wertes 
sind die Membranen iiberraschend stabil . 



Tabelle 3 

O^lHri 3 0 min 6 0 min 30 rain 6 0 min 3 0 min 60 min 















(37°C) 


(37°C) 


(60°C) 


(60°C) 


PH 


8. 


, 0 


29% 


29% 


28% 


30% 


30% 


36% 


41% 


pH 


7. 


. 0 


32% 


36% 


46% 


39% 


44% 


52% 


60% 


pH 


6 , 


.5 


53% 


70% 


81% 


110% 


132% 


185% 


180% 


pH 


6 . 


. 0 


29% 


25% 


26% 


26% 


27% 


30% 


33% 


pH 


5 . 


.5 


28% 


26% 


27% 


26% 


27% 


30% 


32% 


PH 


5 . 


.0 


39% 


41% 


43% 


52% 


6.1% 


98% 


115% 



Beispiel 4 

Bindung von DNA an amphotere Lipo somen 

15 Die in KAc 10 HEP 10 NaCl ;L00 , pH 8, nach Beispiel 2 hergestellten 
Liposomen aus POPC/Hist-Cbol 60:40 (mol%) wurden zur DNA- 
Bindung auf 0.2 mM mit dem zu untersuchenden Puffer 
verdunnt. DNA (HeringsDNA lmg/ml-Stammlosung in Wasser) 
wurde in entsprechenden Mengen vorgelegt . AnschlieSend wurde 

20 1 ml 0.2 mM Liposomen zugegeben. Die Mischung wurde schnell 
gemischt und nach 15 min die PartikelgroEe und das 
Zetapotential durcb dynamiscbe Lichtstreuung bestimmt. Bei 
richtig gewahlter DNA-Menge bleibt die PartikelgroEe fast 
unverandert . 

25 
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Bei den pH-Werten 7 und 8, bei denen die POPC/HistChol 60:40 
Liposomen negativ geladen sind, war keine Anderung in GroEe 
bzw. Zetapotential zu erkennen, was .eine Bindung von DNA 
ausschlieSt. Bei pH 4 und 5 sind die Liposomen stark positiv 
5 geladen und es kommt durch die DNA-Bindung zur Umladung der 
Partikel. Bei pH 6 sind die Liposomen nur schwach geladen, 
nach DNA-Zugabe stark negativ. Dm diese Umladung zu erreichen 
muS erheblich mehr DNA addiert werden . Die Zetapotentiale und 
die dazugehorigen adsorbierten Mengen DNA sind in der 
10 untenstehenden Tabelle 4 zusammengef asst : 



Tabelle 


4 






pH-Wert 


Zetapotential 


ohne/mit Adsorbierte 




DNA (mV) 




Menge DNA 








(/ig/mg Lipid) 


4 


41,3 


-37,7 


15 


5 


19, 6 


-44,7 


15 


6 


-4,2 


-36,7 


40 


7 


-36,8 


-35 




8 


-52, 2 


-52,9 





15 Aus der Bindungscharakteristik kann ebenfalls abgeleitet 
werden, dass eine Ab 15 sung nicht eingeschlossener , aussen 
anhaf tender DNA durch Erhohung des pH erreicht wird. 

20 Beispiel 5 

Stabilitat in Humanserum 

Liposomen der Zusammensetzung POPC/HistChol 60:40 wurden 
ananlog Beispiel 2 als 5 mM Suspension hergestellt. Der 
25 Serumtest wurde als Verdunnungsreihe durchgef uhrt . 
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Unterschiedliche Liposomenmengen (5 0 - 250 fxl) wurden mit dem 
gleichen Volumen Humanserum (250jU.l) fur 5 min bei 37°C 
inkubiert (das Gesamtvo lumen wurde durch Addition von 150 mM 
NaCl immer auf konstant 5 0 0^1 gebracht) . Zur Messung der 
5 PartikelgroEe mit dynamischer Lichtstreuung wurde die 
Mischung dann 1:9 mit Puffer (KAclO HeplO NaCllOO; pH 8) 
verdilnnt . Die Daten sind in der untens tehenden Tabelle 
zusammengestellt . Die gemessene PartikelgroSe nahert sich dem 
Serumwert an, je konzentrierter das Serum ist . Die Bildung 
10 von groSen (> lju.ni) Aggregaten wurde nicht beobachtet (Tabelle 
5) . 



Tabelle 5 



Probe 


PartikelgroSe 


Polydispersitat 


250^1 Serum + 


x ill (ran) 




Lip os omen 






250 


94 


0, 574 


125 


89 


0, 584 


50 


81 


0, 589 


Nur Serum 


70 


0, 613 


Nur Liposomen 


119 


0, 155 



1 5 ~ ' ~ - ~~ ™~ 

Bei spiel 6 

Pharmakokinetik im Blut 

20 Je 500 jUL Liposomen aus POPC/Chol und POPC/Hist-Chol wurden 
mannlichen Wis tar-Rat ten per Injektion in die Schwanzvene 
verabreicht . 

50 mM Liposomen- Suspensionen wurden hergestellt durcb 
25 Hydratisieren eines Lipidf ilms der entsprechenden 
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Formulierung (Addition von 0,03 mol% [14] C-DPPC) mit 2 mL 
einer Losung von 1 mg [3] H-Inulin in HEPES 10 mM, NaCL 150 
mM, pH 8) . Nach 3 Einf rier/Auf tau-zyklen wurden die 
Suspensionen durch eine 4 00 nm-Membran mehrfach extrudiert 
5 (LiposoFast, Avestin) . Abtrennung von nichteingeschlossenem 
[3]H-Inulin erfolgte durch Gelfitration uber eine G-75 
Sephadex-Saule und anschlieBende Konzentrie rung fiber 
CENTRXPREP (Millipore) Zentrif ugationseinheiten . 4 

Versuchstieren je Formulierung wurden 0, 5 mL 

10 Liposomensuspension verabreicht und Blutproben nach 5 min, 15 
min, 60 min, 3 h, 12 h, 24 h genommen. Ca. 50 -100 mg der 
Blutproben wurden in 1 mL SOLVABLE-Gewebeloser (PACKARD) bei 
50°C fur 1-3 h aufgelost und anschliefiend mit 0,1-0,5 mL 30% 
Wasserstof fperoxyd-Losung entf arbt . Danach wurden 10 mL 

15 Szintillator hinzugefugt und die Aktivitat von [3]H und [14] C 
gemessen. Eine unmittelbare toxische Wirkung der Verbindungen 
war nicht nachzuweisen. 

Eliminationshalbwertszeiten aus dem Blut : 
20 POPC/Chol groEer 12 0 min 

POPC/Hist-Chol groEer 90 min 
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P a t en t anspruche 

1 . Sterolderivat mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 
4,5 und 8,5 nach der allgemeinen Formel 

Amphoter - Y - Spacer - X - Sterol, wobei Y und X 
verbindende Gruppen darstellen. 

2. Sterolderivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Sterolderivat einen isoelektrischen Punkt 
zwischen 5 und 7 aufweist. 

3 . Sterolderivat nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet, dass das Amphoter mindestens ein 
kationisches Ladungsteil mit einem pKa-Wert zwischen 4 
bis 8 und/oder mindestens ein anionisches Ladungsteil 
mit einem pKa-Wert zwischen 3 bis 7 umf asst . 

4 . Sterolderivat nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch 
~ gekennzeichnet, dass das kationische Ladungsteil 

Imidazol, Piperazin, Morpholin, Purin und/oder 
Pyrimidin und/oder Fragmente dieser umf asst. 

5. Sterolderivat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass das anionische Ladungsteil eine Carboxylgruppe 
umf asst . 

6. Sterolderivat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Amphoter ein Peptid 
mit 1-10 Aminosauren umf asst . 
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7. Sterolderivat nach dem vorhergehenden Ansprucii, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Minosauren ausgewah.lt sind 
aus der Gruppe bestehend aus Histidin, Arginin, Lysin, 
Glutaminsaure und/oder Asparaginsaure . 

8. Sterolderivat nach einera der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Sterol ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus Cholesterol, Sitosterol, 
Campesterol , Desmosterol, Fucosterol, 22 -Ketosterol , 
2 0 -Hydroxys terol, Stigmasterol , 22 -Hydroxycholesterol , 
2 5 -Hydroxycholesterol , Lanos terol, 7- 
Dehydrocholesterol , Dihydrocholesterol , 19-. 
Hydroxycholesterol, 5a-Cholest-7-en-3p-ol, 7- 
Hydroxycholesterol , Epicholesterol , Ergosterol und/oder 
Dehydroergosterol . 

9. Sterolderivat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die verbindenden Gruppen 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus -(C=0)-0-, 
-(C=0)-NH-, -NH- (C=0) -O-, -(C=0)-S-, -O-, -NH-, -S-, - 
CH=N-, -0-(0=C)-; -S-(0=C)-; -NH- (0=C) - ; -O- (0=0 -NH- 
und/oder -N=CH- . 

10. Sterolderivat nach einem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, dass der Spacer einen 
Niederalkylrest mit bis zu 8 C-Atomen umf asst , der eine 
lineare, verzweigte oder ringformige Struktur hat und 
0, 1, oder 2 Doppelbindungen auf weist . 

11. Liposomen umfassend Sterolderivate nach einem der 
Anspruche 1 bis 10. 
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12 . Liposomen nach dera vorhergehenden Anspruch, dadurcti 
gekennzeichnet , dass die Iiiposomen maximal 50 mol% des 
Sterolderivats umfassen, bevorzugt 2 bis 5 0 mol%, 
besonders bevorzugt 10 bis 4 0 mol%. 

13. Liposomen nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Liposomen Phophat idyl chol in , 
Phosphat idylethanolamin , Diacylglycerol , 
Tetraetherlipid und/oder PEG-Lipid umfassen. 

14. Liposomen nach einem der Ansprilche 11 bis 13 , dadurch 
gekennzeichnet, das die Liposomen eine mittlere GroSe 
zwischen 5 0 und 1000 nm, bevorzugt zwischen 50 und 3 00 
mn, besonders bevorzugt zwischen 60 und 13 0 ran 
aufweisen. 

15. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Liposomen einen Wirkstoff 
umfassen. 

16. Liposomen nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Wirkstoff ein Protein, ein 
Peptid, eine DNA, eine RNA, ein antisense-Nukleotid 
und/oder ein Decoy-Nukleotid ist . 

17. Liposomen nach dem Anspruch 15 oder 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens 8 0% des Wirkstoff es im 
Innern des Liposoms eingeschlossen sind. 

18 . Verf ahren zur Wirkstof fbeladung von Liposomen nach 
einem der Anspruche 11 bis 17, dadurch gekennzeichnet , 
dass ein Bindungs-pH-Wert zur Verkapselung von 
Wirkstoffen eingesetzt wird und ein zweiter pH-Wert zur 
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Abtrennung der nicht gebundenen Wirkstoffe verwendet 
wird. 

19. Verfahren zur Wirkstof fbeladung von Liposomen nach 
einem der Anspruche 11 bis 17, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Liposomen bei einem bestimmten pH-Wert 
permeabilisiert und folgend verschlossen we r den . 

20. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis 17 zur Herstellung von Nanokapseln. 

21. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis. 17 zur Herstellung von Freisetzungssystemen in der 
Diagnostik . 

22. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis 17 zum Transport und zur Freisetzung von 
Wirkstof fen. 

23. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis 17 als Depotf ormulierung und/oder als 
zirkulierbares Depot. 

24 . Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis 17 als Vektor zur Transfektion von Zellen in vivo, 
in vitro und/oder ex vivo. 

25. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspruche 11 
bis 17 bei intravenoser und/oder peritonealer 
Applikation. 
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under PCT Chapter II. 
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eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

*P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
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oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mlt der 
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beschrankt auf ide Verwendung der beanspruchten Verbindungen zur 
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international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
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PCT neue Patent an sprQche vorlegt. 
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